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1.1  はじめに 































(図 1-1)。以下、特に 2 つの化学的な手法について述べる 
 
1.2-1  ランダムな設計手法  
ランダムな化合物群から選択する手法のうち、化学的な手法としては、コンビナ








































































































































































1.4-2  吸着方式  
吸着療法は様々な吸着剤に全血 を潅流する直接血液潅流法 （Direct 










              










         







































表 1-1 血液吸着療法（HA）における吸着材   
 












る lgG の構造を図 1-6 に示す。 lgG は分子量約 5 万の重鎖（H 鎖） 2 本と
分子量約  2 万  5 千の軽鎖（L 鎖） 2 本と若干の糠鎖からなる複合タンパク質






ぼ一定である。lgG の中にもさらにいろいろなサブクラスがある。IgM は lgG の 5












           
                      
 図 1-6 IgM, IgG の構造  




1.5-2 抗体を吸着する吸着カラムの開発  
  近年では、血漿中の抗体を選択的に吸着するために、リガンドとしてトリプトファ
ン 17),18),30)、フェニルアラニン 17),18),31)、合成ペプチド 32),33)、プロテインＡ  34),35)、
























1.6 イムソーバの開発  
イムソーバ TR-350、PH-350 は、図 1-7 に示すように、多孔質担体であるポリビ
ニルアルコールにトリプトファン、フェニルアラニンを固定化した血漿吸着型の免疫









































































































筋無力症患者の IgG をペプシンで分解して得た F(ab’)2 およびパパインで分解し
て得た Fab と Fc の混合物のイムソーバ TR に対する吸着性を比較し,F(ab')2 は

















































水性相互作用を介して血漿から自己抗体（主に IgG および IgM 抗体）を吸着除
去する。 
しかしながら、イムソーバ TR やイムソーバ PH を用いた治療回数が増加すると、
血液中のフィブリノーゲンを必要以上に吸着除去するために、出血のリスクが生じ
てしまう。従って、血液中から、フィブリノーゲンを吸着除去することなく選択的に






























1.7  トリプシンについて 
トリプシン[EC 3.4.21.4.]は、膵臓由来のプロテアーゼであり、アルギニンやリジ
ンの C 末端を特異的に加水分解するセリン酵素として知られている。 
ウシトリプシンは、アミノ酸残基数 223、分子量約 2400、活性中心は、疎水性
環境下のポケットの中に、触媒基が Ser-183 のヒドロキシル基で、空間的に近接し
た His-46、Asp-90 の 2 残基との水素結合のネットワークにより求核性が極めて高





















      
















1.8  酵素反応速度論における分子選択的結合性  
1.8-1 酵素反応速度式――ミカエリス・メンテンの式  
酵素 (E)と基質 (S)は速やかに反応して酵素・基質複合体 (ES)を形成し、その
速度定数は k1 である。ついで，ES は速度定数 k2 で分解するか，速度定数 kcat
で反応産物 P になる。全過程は(式 1)のように表わされる。 
 
 
k1      kcat 
         E ＋ S        ES       E ＋ P    (式 1) 
                    k2 
 
以下， 最大反応速度を Vmax、基質の初濃度を[S]0、ミカエリス定数を Km とし
た場合、定常状態近似を用いて反応速度（v）を求めると，次のミカエリス・メンテン
（Michaelis- Menten）の式  
 
                Vmax[S]0 
v ＝                              (式 2) 










1.8-2  動力学パラメーターKm と Vmax、kcat の意味  
ミカエリス定数 Km と Vmax は酵素の特徴を表す重要なパラメーターで，反応
速度や触媒効率等がわかり，酵素の触媒機構を理解するためにも重要なパラメー
ターである。最大反応速度 Vmax は，１秒間に酵素が変化させうる基質のモル数
で表され，酵素の作用回転数 (turn over)という。すなわち、(式 3)からも明らかな
ように、kcat は単位時間当たり、酵素の活性部位あたりの作用を受ける基質分子
の最大数を示しており、これを回転回数またはターンオーバー数という。 
ミカエリス定数 Km は、ミカエリス・メンテンの(式 2)から，v＝Vmax/2 のとき，基
質濃度 [S]＝Km になる。一方，ES の解離定数を KS とすると，KSは次のように表
される。 
 
              [E]f[S]f        k2 
KS＝          ＝                      (式 4) 
                   [ES]         k1 
 
このとき、ES→E＋P の反応が律速段階ならば k2≫kcat となり，(式 2)と(式 4)
から，Km≒KS となる。 したがって，Km は酵素と基質の親和性（分子選択吸的
結合性）を表わすパラメーターと考えることができる。 Km値が小さい程 ESの解離









1.8-3  Km と Vmax の求め方――Lineweaver-Burk プロット 
Michaelis-Mentenの（式２）を変形すると，1／v と 1／[S]のプロットは直線とな
る。これを Lineweaver-Burk の式という。 
         1        Km            1 
＝             ＋                   (式 5) 
           v       Vmax[S]       Vmax 
 
1／[S]に対して 1／v をプロットすると，直線の X 切片から Km，Y 切片から
Vmax が求まる。Vmax は直線の傾き (＝Km／Vmax)から求めることもできる。
Lineweaver-Burk プロット以外に，Michaelis-Menten の式を変形したいくつか

















1.8-4  トリプシンによるパラグアニジノフェニルアラニンの加水分解  




で加水分解されることを報告している 8),45-47)(図 1-12)。 


























































第 3 章では、さらに、第 2 章の知見を受けて、実用化に向けた検討を行った結
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きく 2 つのタイプがある。 
棘融解は、PV の場合は、表皮の深い層で生じるが、PF の場合は、表皮の表
面上において病変が観察される。棘融解は、PV においては、細胞接着に関与す
る接着タンパク質である、デスモグレイン 3（Dsg3）および PF においては、デスモグ
レイン 1（Dsg1）に対する自己抗体によってそれぞれ直接的に引き起こされる 1),2)  






































ェスタンブロット 4) によって抗 Dsg1 自己抗体が測定された。さらに、多くの研究が、
天疱瘡患者において、抗 Dsg3 および抗 Dsg1 自己抗体が、免疫グロブリン
（IgG）のサブクラスの IgG1 および IgG4 に属することを実証してきた 5)。 
血漿からこれらの自己抗体を体外循環によって除去するプラズマフェレシスは、コ
ルチコステロイドが有効でない天疱瘡患者のために確立されている治療法の中の
1 つである 6-8)。   
近年、天疱瘡患者に対して、リガンドが、プロテイン A 9),10)、トリプトファン 11-13）、












分離精製に用いられる吸着材である Thiopropyl Sepharose 6B は、天疱瘡抗








それらを用いて、in vitro でスクリーニングを行った。 
 
２．材料と方法  
2.1 材料  
Dsg1 に対する抗体および Dsg3 の両方に陽性であった、2 人の PV 患者から
得られた、二重濾過血漿交換療法 （DFPP : Double Filtration Plasma 
Pheresis）の廃棄血漿を使用した。抗 Dsg1 抗体の index value は、2600 およ
び 1820(それぞれ、患者 -1 および患者 -2)であった。また、抗 Dsg3 抗体の index 





2.2 吸着材ライブラリーの調製  












ンによって、5 時間 30°C で抗応させ、エポキシ化した。 
ゲルのエポキシ化度は、1.3 mM のチオ硫酸ナトリウム液と 0.1 N 塩酸を加えて、
110 μeq/ml・ゲルとして滴定した。 
































2.3 Batchwise 法による吸着材ライブラリーのスクリーニング 
1 ml の患者血漿サンプルは、 24 穴プレート (Becton Dickinson, San 




2.4 カラム・フローによる吸着実験  
5 ml 容のディスポーザブルのポリプロピレン・カラム (Funakoshi, Tokyo, 
Japan)に 2-チオフェンエチルアミン又はトリプトファンが固定された 2 ml 容の吸着
材を詰めた。その後、12 ml の患者血漿サンプルをカラムに流し、2 ml 毎に 6 つ
の流出フラクションに分けて分取した。3番目に流出するフラクション(流出液の 4-6 
ml に相当 )とオリジナルの患者サンプル血症について、アルブミン、IgG、IgM およ
び Dsg1 と Dsg3 に対する抗体について測定した。 
 
2.5 天疱瘡自己抗体およびその他の血漿蛋白質レベルの測定  
天疱瘡自己抗体の力価は、リコンビナントの Dsg1 および Dsg3 タンパク用いて






2.6 統計分析  
データは平均値の±標準偏差 (SD)として示し、Student’s t-test を用いて検定





我々は、batchwise 法によって 2 人の PV 患者に由来した血漿サンプルを使用
して、天疱瘡自己抗体用の 26 個の吸着材をスクリーニングした。抗 Dsg1 および








































材は、抗 Dsg1 および抗 Dsg3 自己抗体への親和性を示した。トリプトファン吸着








































3.3  IgG サブクラスの吸着特異性  
IgG サブクラスの吸着特異性をチオフェンとトリプトファンの吸着材間で比較した。
実験は、ボランティア健常人 (n=5、図 2-6)の血漿を使用して、カラム・フロー法に








































































































漿サンプルに起因しているのかもしれない。図 2-4 の実験は batchwise 方法によ
って行なわれた。図 2-5 および図 2-6 の実験はカラム・フロー法により行った。今後、
吸着の時間的経過についてさらに調べるためのカラム・フロー実験が必要である。    
血漿サンプルについては、PV 患者から得られた DFPP の廃棄血漿を図 2-4 お










チオフェン吸着材は IgG1 および IgG4 サブクラスの両方を効果的に吸着した。
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第 3 章 
 
チエニルアミノ酸をリガンドとするフィブリノーゲン吸














































れている。抗体およびタンパク質精製の分野では、リガンドが抗体 1)、プロテイン A 












疎水性相互作用を介して血漿から自己抗体（主に IgG および IgM 抗体）を吸着、
除去する。しかしながら、IM-TR 及び IM-PH を用いた治療の回数が増えると、フ
ィブリノーゲンも吸着してしまうため、血液中のフィブリノーゲン濃度が低下するため
に出血のリスクが増加してしまう。そのために、フィブリノーゲンを吸着することなく選















ァン）を IM-TR および IM-PH に使われている多孔質ビーズに共有結合させたも
のを準備した。ビーズは共有結合で低分子量化合物と結合させ、次いで血漿タン
パク質の吸着を in vitro で試験した。リガンドとしてチエニルアミノ酸を含有する吸
























2.2 吸着材の調製  
ポリ酢酸ビニルからなる多孔質ビーズ（平均粒径 100 μm; 旭硝子株式会社、
日本排除限界分子量 100 万以上）100 gのゲルをジメチルスルホキシド（DMSO；
和光純薬工業株式会社、日本）1 リットルに懸濁した。 
  次いで、水素化ホウ素ナトリウム 750 mg、エピクロロヒドリン 780 mL、水酸化ナ
トリウム 120 g（いずれの試薬も和光純薬社製）のすべてをビーズ-DMSO 混合物
に注ぎ、30 ℃で 5 時間反応させ、エポキシ基を多孔質ビーズに導入した。 
反応後、多孔質ビーズをメタノール（和光純薬社製）で洗浄し、次いで蒸留水で
洗浄した。 
多孔質ビーズのゲル１ミリリットル当たり 110 μeq 以上のエポキシ基を導入したこ
とを、滴定法により確認した。すなわち、1 ％のフェノールフタレインのエタノール溶
液（和光純化学株式会社、日本）を 2 滴を 2 mL の活性化された多孔質ビーズゲ
ルを含有する 1.3 mmol/ Lのチオ硫酸ナトリウム溶液（和光純薬社製）4 mLに滴
下した。次に、0.1 N 塩酸を赤の発色が 70 ℃で観察されなくなるまで添加した。
導入されたエポキシ基の量は次式により算出した：活性化の量（エポキシ基の量）





2.3 リガンド固定化  
炭酸緩衝液、pH9.3（炭酸ナトリウム /重炭酸ナトリウム、和光純薬社製）を、溶
媒として使用し、リガンドを 50 μeq/ mL・ゲルを固定化量として得られるように溶解
した。 






ガンドとして使用した。全ての化合物は、Sigma-Aldrich 社（St. Louis, USA）か
ら購入した。 
ゲル 1 ml あたりの固定化リガンドの量（当量 / mL ゲル）は、固定化反応前後の
溶液中で 200〜280 nm 間の波長の最も高い吸収を用いて計算した。各化合物
は、ゲルの１ mL あたりほぼ 50 μeq の共有結合で固定化された。 
 
2.4 カラム吸着実験  
吸着材（1.0 mL）を、2.5 mL の実験用カラム（Molecular Biotechnology、
USA ）に入 れて、 1:8 比 （容 量比 ）で抗血液凝固剤である CPD （Citrate 
Phosphate Dextrose-A）液を添加した健常人の血液から遠心分離することによ
り得られた血漿 3.0 mL をシリンジポンプを用いて 0.3 mL /分の流速で 10 分間、
カラムを通過させて、カラムから溶出された血漿の全てを回収した。 
 
2.5 分析  








2.6 統計解析  
データは平均±標準偏差（SD）として提示し、Student’s t-test を用いて検定し、











































































3.2  IgG の吸着  












互作用するという "thiophilic interaction"が報告されている 9),10)。しかしながら、





























































































3.4  IgM の吸着  
IgM 抗体に対する吸着率は、図 3-5 に示した。3 つのチエニルアミノ酸（チエニ
ルグリシン、チエニルアラニン、及びチエニルセリン）は、トリプトファンと同じか同等





































3.5 IgG / Fbg および IgM / Fbg 
フィブリノーゲンの吸着率に対する IgG の吸着率の比（IgG / Fbg）とフィブリノ
ーゲンの吸着率に対する IgM の吸着率の比（IgM 抗体 / Fbg）を図 3-6 に示し
た。 
3 つのチエニルアミノ酸（チエニルグリシン、チエニルアラニン、及びチエニルセリ
ン）は、他のリガンドに対して高い IgG / Fbg比および IgM / Fbg比を有していた。
上述したように、これらのアミノ酸は、フィブリノーゲンの吸着を抑制した。そして、そ







































の 2/3 程度であるが、吸着材の量を 1.5 倍に増加した場合、例えば、IgG の吸着
率は、IM-TR とほぼ同じになると推定される。その場合、チエニルグリシンのフィブ
リノーゲン吸着量は 1.5 倍（フィブリノーゲン吸着率は 9.3 ％である）となるが、それ
は IM-TR のフィブリノーゲン吸着率に比べてまだ十分に低いといえる。 
したがって、チエニルアミノ酸を有する吸着材は、自己免疫疾患において産生さ
れた抗体を除去するための、あるいは、ABO不適合臓器移植における IgGおよび
IgM を除去するために有用であると考えられる。今後は、in vitro での生体適合
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による活性化 (基質活性化 )という。 
アルギニンの側鎖であるアルキルメチレン鎖がベンゼン環で置換された Nα-置換
の p-グアニジノ-L-フェニル L アラニン（GPA）のエステル、アミドおよびアニリドは、
ウシトリプシンの優れた基質であり、GPA の Nα-置換アニリド基質の酵素的加水分
解において、アルギニンの基質の加水分解と同様に基質活性化が観察されること
が報告されている 1-4)。  又、Streptomyces griseus （S.G.）トリプシンによる
Nα-p-トルエンスルホニル-L-アルギニンメチルエステルの加水分解において基質




ある S.G.トリプシンの X 線結晶構造は、ウシトリプシンと 33％の配列同一性を有し
ており、部分的に α-キモトリプシンに類似しているが、S.G.トリプシンの構造は、ウシ




























2.1 基質  
Bz-Arg-OEt•HCI、Bz-Arg-NH2•HCI および Bz-Arg-pNA•HCI は、蛋白
質研究所（箕面、大阪）から購入した。 Z-Arg-pNA•HCI と Ac-Arg-pNA•HCI
は 、 Somorin ら の 方 法 に よ っ て 合 成 し た 7) 。  Bz-GPG-OEt•HCI 、
Bz-GPA-OEt•HCI 、 Bz-GPA-NH2•HCl 、 Bz-GPA-pNA•HBr 、
Z-GPA-pNA•HCI と Ac-GPA-pNA•HBrは、Tsunematsu らの方法に従って調

































2.2 酵素  
ウシトリプシン（凍結乾燥品 ; Lot.10813460）は、ベーリンガーマンハイム山之
内（株）から入手し、Tsunematsu らの方法 4)によって 57 ％の活性があることを確
認した。  S.G.トリプシンは、Yokosawa らの方法により科研化学工業株式会社
（東京）、から入手したアクチナーゼ E（プロナーゼ E）から精製した 8)。 実験に用
いた S.G.トリプシン溶液の活性規定度は、活性部位滴定剤として p-ニトロフェニル
-p ' -グアニジノベンゾエートを用いて決定した 9)。この酵素のモル濃度は 37100 
M-1•cm-1 のモル吸光係数を用いて、280nm の吸光度から決定した 8)。 
 
2.3 速度論的解析  
S.G.トリプシンによるアルギニン、GPA 及び GPG のエステル基質の加水分解の
初期速度は、radiometer RTS-5 titrator（water-jacketed cell 付き）を用いて
25℃（pH 7.85）で決定した 2)。アッセイ混合溶液中の酵素濃度は、Bz-Arg-OEt
に対しては、（3.59－3.86）・10-8 M、Bz-GPA-OEt に対しては、（3.36－3.91）・
10-8 M、Bz-GPG-OEt に対しては、（7.80－8.18）・10-7 M であった。基質濃度
範囲は、Bz-Arg-OEt においては、1.56・10-5 －1.23・10-3、Bz-GPA-OEt にお
いては、1.57•10-5－1.96•10 -4 M、Bz-GPG-OEt においては、4.71•10-5－
4.02•10 -4 M であった。 
  S.G.トリプシンによる GPA およびアルギニンのアミドおよびアニリド基質の加水
分解速度は、分光光度を用いた測定を行った 4)。アミド基質の場合には、アッセイ
混合溶液中の酵素濃度は、それぞれ、Bz-GPA-NH2 に対しては、1.47•10 -7 M、 
Bz-Arg-NH2に対しては、1.50・10-7 Mであった。そして、基質濃度範囲について
は 、 そ れ ぞ れ 、 Bz-GPA-NH2 に お い て は 、 9.48•10 -5 － 4.74•10 -4 M 、




8.68•10 -8－1.15•10 -7 M、アルギニンのアニリド基質に対しては、6.39•10 -8－
1.21•10 -7 M であった。基質濃度の範囲は、GPA のアニリド基質においては、
2.58•10 -6－8.16•10 -4 M、アルギニンのアニリド基質においては、1.23•10 -5－
2.30•10 -3 M であった。Km と kcat の値については、単純なミカエリス-メンテンの
式が適用可能である低い基質濃度範囲のデータを用い、異なる 8-10 点の [E] 0 
/v vs. 1 / [S]のプロットから最小二乗法を用いて計算した 10)。 
 
３．結果と考察  
3.1 エステル基質の加水分解  
速度定数を決定する前に、S.G.トリプシンによる Bz-GPA-OEt の加水分解の
pH 活性相関を調べた。基質濃度を固定して（1・10-4 M）、pH に対して初期速度
をプロットすると、pH7.8 付近で最大値をもつ曲線のパターンを持つベル型曲線が




度に対する依存性を Eadie プロットの形で表現し、図 4-3(a)に示した 11)。プロット
は、約 1・10-4 M の基質濃度まで直線をなし、このことは、酵素による加水分解過
程がこの低濃度範囲では、単純なミカエリス-メンテンの速度論に従うことを示して
いる。約 1・10-4 M よりも高い基質濃度範囲のグラフの上方への湾曲は、基質活
性化の結果として説明することができる。同様の現象は、Bz-Arg-OEt の加水分
解において、基質の濃度範囲が約 5・10-4 M よりも高い範囲で観察された。このこ





















緒 に、表 4 に記載 した 。二 次 速度定数 である （ kcat /Km ） に基 づく と 、
Bz-GPA-OEt での値は、Bz-Arg-OEt でのそれよりも 2 倍低かった。前者に対す
る Km値は、ほぼ後者のそれと同じであったが、前者の kcat値は後者に比べて約
2 倍低かった。ウシトリプシンによる GPA とアルギニンのエステル基質の加水分解













Bz-GPA-OEt は、Bz-GPG-OEt よりも約 570 倍高い率で、S.G. トリプシンによ
って加水分解された。 Bz-GPA-OEt での Km 値は、Bz-GPG-OEt でのそれより




る加水分解時の Km 値に影響している。 
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        図 4-3  S.G.トリプシンによる各基質の加水分解 (25℃, pH8.0) 





3.2  アミドおよびアニリド基質の加水分解  
Bz-GPA-NH2 と GPA の Nα-置換のパラニトアニリド基質の S.G.トリプシンによる
加水分解の至適 pH は、それぞれ 8.0 と 8.2 であり、この挙動は、ウシトリプシンの
それと類似していた。アミド基質における S.G.トリプシンの挙動は、基質の濃度範
囲が 6.50•10 -4 M 以下においては、ミカエリス-メンテンの速度式に従った。アミド
基質による活性化も阻害も観察されなかった。一方、三つのアルギニン基質に類
似した GPA の Nα-置換アニリド基質  の加水分解においては、基質阻害が観察さ
れた。  
GPA 及びアルギニンのアニリド基質の S.G.トリプシンによる加水分解の Eadie
プロットを図 4-3（b）（c）に示した。Ac-、Bz-及び Z-保護された GPA の p-ニトロア
ニリド基質およびアルギニン基質の加水分解において、それぞれ、基質濃度範囲
















表 4  S.G.トリプシン及びウシトリプシンによる GPA, Arg 基質の加水分解
（25℃）における速度パラメーター 
 
























Bz-GPA-NH2 での二次速度定数（kcat /Km）は、Bz-Arg-NH2 の場合とよく
似ていながら、エステル基質である Bz-GPA-OEt でのそれよりも約 3300 倍低かっ
た。Bz-GPA-NH2 での kcat 値は、Bz-Arg-NH2 に比べ 7 倍低く、一方、Km 値




環の結合は、Bz-Arg-NH2 のメチレン基のそれより良好であることを示唆している。   
一方、Bz-GPA-NH2 の低い kcat 値は、S.G.トリプシンの触媒セリン残基の切断
可能なアミド結合への配向不良に起因する可能性がある。Bz-GPA-NH2 の Km
値は、Bz-GPA-OEt のそれよりも約 10 倍大きく、Bz-Arg-NH2 のその値は、
Bz-Arg-OEtでのそれよりも約 70倍高かった。S.G.トリプシンによる Bz-GPA-OEt
と Bz-GPA-NH2 の加 水 分 解 における Km 値 との差 は、 Bz-Arg-OEt と







ずかに 66 倍高いだけである。Bz-GPA-NH2の kcat 値に対する Bz-GPA-OEt の
kcat 値の比率は、アルギニンのアミド基質の kcat 値に対するエステル基質の
kcat 値の比率に比べ約 5 倍高かった。しかし、この比率は、ウシトリプシンによる
Bz-GPA-OEt と Bz-GPA-NH2の加水分解のそれと比較して、それほど高くはなか






Bz-GPA-NH2 は、S.G.トリプシンによって Bz-GPA-pNA と比べて約 46 倍低い
速度で加水分解された。Bz-GPA-NH2 での Km 値は、Bz-GPA-pNA のそれより
23 倍高くなっていたが、前者の kcat 値は後者のそれよりも 2 倍低かった。



















ンによる加水分解の値は、ウシトリプシン加水分解の値よりも 2 から 62 倍程度高く







上述したように、GPA 誘導体は、Arg 基質と同様に S.G.トリプシンの良好な基
質となることが示された。又、ウシトリプシンによる加水分解の速度論的挙動と同じ
ように、S.G.トリプシンによる GPA のアミド及びアニリド基質の加水分解において、
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結腸癌の癌細胞ならびに腹水中に、Lys や Arg の基質よりも、GPA の基質をはる
か に 強 く 加 水 分 解 す る 酵 素 が 存 在 す る こ と を 見 い だ し 、 こ の 酵 素 を
“p-guanidinophenylalanine specific enzyme(GPASE)” と命名した。 
























2.1  エールリッヒ腹水癌細胞移植マウスの腹水および癌細胞の調製  
エールリッヒ腹水癌細胞 (5×107個 /ml)を 30匹のマウス(ddY,雌性 ,8週齢 ,体重
20～22g)の腹腔内に 0.2ml ずつ移植した。7 日後、腹水および癌細胞を無菌的
に腹腔より採取し、遠心 (40×g,10 分 , 4 ℃ )によりペレットと上澄に分離した。癌細
胞はペレットを Dulbecco's phosphate buffered saline(Ca2+ and Mg2+-free, 
pH 7.4)で 4 ℃  にて 10 回以上洗い、また、cell-free の腹水は、上澄を遠心
(110×g,15 分 ,4 ℃ ) して得た。 
生細胞数の割合は、trypan blue dye exclusion により 95%以上であった。癌
細胞は、Pottcr-Elvehjem homogcnizer を用いて 3 倍容の 0.1 M Tris-HCI 
buffer(pH8.0)中で 0 ℃にてホモジナイズし、遠心 (25,000×g,20 分 ,4 ℃ )して、
その上澄の酵素活性を測定した。 
 





2.3  アミノ酸およびペプチド基質  
Arg と GPA を含むアミノ酸基質は Tsunematsu ら 8),11)の方法により合成した。
すべてのペプチド基質は、既報の方法によって合成した 13)。 
 
2.3  酵素活性の測定  
酵 素 に よ る ア ニ リ ド 基 質 の加 水 分 解 速 度 を分 光 光 度 計 (Shimadzu, 
UV-200MU recordcr)によ り 、 0.05MTris-HCI buffer (pH8.0)を用 いて、
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25 ℃  410 nm における吸収の増加を測定することにより求めた 9)。 
 
３．結果と考察  
3.1  GPA と Arg を含むバラニトロアニリド基質に対する基質特異性  




この結果より、我々は、マウスの腹水中に Arg や Lys の基質よりも GPA 基質に
対 し て 強 い 活 性 を も つ 酵 素 が 存 在 す る こ と を 見 い だ し 、 こ の 酵 素 を


















  図 5-2  Z-GPA-pNA, Z-Arg-pNA 及び Bz-Lys-pNA のマウス腹水による
加水分解。100 μ l のマウス腹水中に各基質を加え、25 ℃、pH 












Z-GPA-pNA に対する至適 pH は 8 あたりで、トリプシンの場合と類似していたが、
ペプチド基質に対する特異性はトリプシンやトロンビンとかなり異なっていた。表 5-1
に、Z-GPA-pNA の加水分解速度を 1 としたときの GPA と Arg を含むシおよびト
リペプチド基質の GPASE、トリプシン、ﾄロンビンによる加水分解の相対速度を示し












い要因を与えているためである。しかし、このような挙動は、GPASE による GPA ペ
プチドの加水分解においてはみられなかった。 
一方、トロンビンは P2 位にプロリンを含む Arg ペプチドを速く加水分解し、GPA







表 5-1  GPA ペプチド基質及び Arg ペプチド基質の GPASE, トリプシン 
及びトロンビンによる加水分解における相対活性（Z-GPA-pNA を  





















3.2 各種阻害剤による影響  
表 5-2 に GPASE 活性に対する各種阻害剤の影響を示した。GPASE は、
diisopropylfluorophosphate (DFP) と phenylmethanesulfonylfluoride 
(PMSF) で 強 く 、 tosyl-L-lysine chloromethylketone (TLCK) と
tosyl-L-phenylalanine chlormethylketone (TPCK)で弱く阻害されたが、





























図 5-3 に DFP による阻害の様子を示したが、約 14 μM の DFP で 100 μl の
腹水の GPASE 活性が完全に阻害された。また、PMSF による GPASE 活性の阻


























  図 5-3  DFP 添加による GPASE の阻害  
        Z-GPA-pNA を添加する前の腹水（100 μl）に DFP を加え、15 分間
25 ℃でプレインキュベートし、残存活性を測定した。 










  図 5-4  GPASE の PMSF 阻害の時間依存性  
        Z-GPA-PNA を添加する前の腹水（100 μ l）に PMSF を加え、










近 年 、 Stcven ら 12)  は 、 ト リ プ シ ン の titrant で あ る
4-nitrophenyl-p-guanidinobcnzoate  (NPGB) や
4-methylumbelliferyl-p-guanidinobcnzoate を加水分解する酵素をエールリ
ッ ヒ 腹 水 癌 の 癌 細 胞 と そ の ま わ り の 腹 水 中 に 見 い だ し 、 そ の 酵 素 を
“guanidinobenbenzoatase” と命名した。彼らは、この酵素の NPGB に対する
活性が HgCl2 により阻害されることを報告しているが、GPASE の Z-GPA-pNA に
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第 3 章では、第 2 章の結果を受けて、さらに実用化に向けた検討を行った結果、
チエニルアミノ酸がフィブリノーゲンの吸着を抑制し、IgG や IgM を選択的に吸着
することを見出し、抗体吸着材の有望なリガンドとなりうることを示した。今後の課題
としては、チエニルアミノ酸をリガンドとした吸着材は、フィブリノーゲンの吸着は抑
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